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略語 
HCV  hepatitis C virus 
DNA  deoxyribonucleic acid 
SE  sterol ester 
TAG  triacylglycerol 
RNA  ribonucleic acid 
mRNA  messenger ribonucleic acid 
SP  signal peptidase 
SPP  signal peptide peptidase 
ER  endoplasmic reticulum 
SREBP  sterol regulatory element-binding protein 
ATGL  adipose triglyceride lipase  
DGAT  acyl-CoA : diacylglycerol O-acyltransferase 
PDAT  phospholipid : diacylglycerol O-acyltransferase 
ACAT  acyl CoA : cholesterol O-acyltransferase 
TM  tunicamycin 
UPR  unfolded protein response 
ERAD  endoplasmic reticulum associated degradation 
DAG  diacylglycerol 
GAL1p  galactose 1 promotor 
LiOAc  lithium acetate 
PEG  polyethylene glycol  
Tris  tris-hydroxymethyl aminomethane 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
DTT  dithiothreitol 
SDS PAGE SDS poly acrylamide gel electrophoresis 
PVDF  poly vinylidene di-fluoride 
MUG  4-Methylumbelliferyl β-D-galactopyranoside 
PBS  phosphate buffered saline 
BODIPY 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-    
diaza-s-indacene 
TCA  trichloro acetic acid 
UPRE  unfolded protein response element 
CHM  cycloheximide 
GFP     green fluorescent protein 
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第一章 序論 
 
C 型肝炎の病態と油滴 
 C 型肝炎ウイルス (Hepatitis C Virus: HCV) は輸血後の非 A 非 B 型肝炎
のウイルスとして発見された (Qui-Lim, 1989)。現在、持続感染者数は世界で約 
1 億 7000 万人 (Alter, 2007)、日本においても約 200 万人と推察されている。
HCV は高頻度でキャリア化し、脂肪肝及び肝硬変を経て肝細胞癌へと進行する 
(Saito, 1990)。肝細胞癌による死者の約 80% が HCV の持続感染に起因する。
HCV は癌遺伝子も同定されおらず、他の癌ウイルスと異なった機構で肝細胞癌
を誘発すると考えられている。脂肪肝は HCV 持続感染患者の約 50% に認め
られ、その発症比率は B 型肝炎や自己免疫性肝炎と比較しても高い (Bach, 
1992; Lefkowitch, 1993)。また脂肪肝は、肝臓の線維化 (Castéra, 2003) 及び
肝細胞癌 (Ohata, 2003) のリスク因子として報告されていることから、HCV 
の病態を理解するためには脂肪肝の誘導機構の解明が重要である。脂肪肝は肝
組織に油滴が蓄積した病態を示す。油滴は中性脂質のステロールエステル及び
トリアシルグリセロールを核としたリン脂質の一重層に覆われたオルガネラで
ある (Antonio, 2015)。HCV 蛋白質による中性脂質代謝の変動が油滴の蓄積を
誘導することから (Camus, 2014)、その詳細なメカニズムの解明を目的とした。 
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HCV Core による油滴形成と病態発現 
 HCV はプラス一本鎖 RNA ウイルスであり、ゲノム RNA が細胞質で 
mRNA として機能する。HCV ゲノムは約 3,000 アミノ酸残基からなるポリ蛋
白質をコードしている (Kato, 1990)。産生されたポリ蛋白質は、小胞体 (以降、
ER (Endoplasmic Reticulum) とする ) 膜上に存在する宿主由来の  signal 
peptidase によって 3 種類の構造蛋白質 (Core, E1, E2)、およびウイルス由来
のプロテアーゼによって 7 種類の非構造蛋白質に切断される (Bartenschlager, 
2004)。 
 構造蛋白質の 1 つである Core は RNA と結合し、ウイルスのカプシドを
形成する (McLauchlan, 2000)。signal peptidase (以降、SP とする) によって
生成された未成熟型の Core (amino acids 1-191: a.a. 1-191, Core191) はさら
に、ER 膜上の signal peptide peptidase (以降、SPP とする) により C 末端
が切断され、成熟型の Core177 (a.a. 1-177, Core177) が産生される (Fig. 
1-1)(Okamoto, 2008)。成熟型の Core として Core173  (a.a. 1-173, Core173) 
の存在も示唆されている (Liu, 1997)。質量分析法を用いた C 末端の同定は
293T 培養細胞 (ヒト胎児腎細胞由来) における Core177 (Okamoto, 2008) を
除いてほとんど報告されていないことから、C 末端の不明瞭な報告および Core 
全般を示す場合には「Core」と記載することとする。Core は D1 、D2 及び D3 
ドメインから構成され、D1 は HCV RNA との結合に、D2 は ER 及び油滴へ
の分布に必要な領域である。D3 ドメインは peptidase による切断に必要なシ
グナル認識領域である (Fig. 1-2)(Boulant, 2006; Okamoto, 2008)。Core を哺
乳動物細胞に発現させるとトリアシルグリセロール (以降 TAG とする) の豊
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富な油滴を誘導する (Barba, 1997)。また、肝細胞特異的に Core を発現させた
トランスジェニックマウスにおいては、脂肪肝が誘導された (Moriya, 1997) 後
に、肝細胞癌 (Moriya, 1998) を発症することが報告されている。 
 これまでに、Core による中性脂質の合成機構として、sterol regulatory 
element-binding protein (SREBP) など脂質関連の転写因子の活性誘導の寄与
が報告されている (Yamaguchi, 2005; Kim, 2007; Moriishi, 2007; Tanaka, 
2008)。一方、Core は TAG の合成に影響を与えないが (Herker, 2010; Harris, 
2011)、TAG の分解に関わる adipose triglyceride lipase 複合体の活性阻害に
より TAG の分解抑制を起こすことが示唆されている (Camus, 2014)。しかし
ながら、油滴の誘導はウイルス感染初期に起こることや、adipose triglyceride 
lipase (以降、ATGL とする) は Core と相互作用しないことからその詳細な分
子機構は未解明である。 
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Fig. 1-1 HCV Core 蛋白質の成熟過程 
 翻訳された HCV 蛋白質の全長は宿主由来の signal peptidase によって C 末端が切断さ
れ、未成熟型の Core (amino acids 1-191: a.a. 1-191, Core191) が産生される。さらに、小胞体
膜上の signal peptide peptidase によって C 末端が切断され、成熟型の Core177 (a.a. 1-177) 
が産生される (Okamoto, 2008)。成熟型の Core として Core173  (a.a. 1-173) の存在も示唆
されている (Liu, 1997)。 
 
 
 
Fig. 1-2 HCV Core 蛋白質の各ドメインと機能 
 Core は D1 、D2 及び D3 ドメインから構成され、D1 は HCV RNA との結合に、D2 は
小胞体及び油滴への分布に必要な領域である。D3 ドメインは peptidase による切断に必要な
シグナル認識領域である (Boulant, 2006; Okamoto, 2008)。D2 ドメインには二つの α-helices 
を持つ領域 (amino acids 119-164) が存在するが、これは油滴への分布に重要なヘアピン状の
立体構造を示す (Boulant, 2006)。  
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出芽酵母モデルシステムを用いた Core177 の油滴形成機構 
 出芽酵母の中性脂質代謝に関わる主要な酵素は哺乳動物細胞と構造・機能的
に相同性が認められていることから、中性脂質の代謝機構を解明する上で出芽
酵母は有用なモデルとされてきた (Kohlwein, 2010)。当研究室では、複数存在
する  HCV の遺伝子多型の中でも日本の HCV 患者の約  70% を占める 
genotype 1b に着目してきた。これまで、出芽酵母に Core を発現させると様々
な細胞応答が起こること（Kubota, 2007）、および出芽酵母は哺乳動物細胞と異
なり Core の C 末端をプロセスする SPP 活性が低いため、Core をそれぞれ
単一分子種 (Core191, 177 または 173) として発現させることが可能であるこ
とを明らかにしてきた (Kubota, 2012)。本研究では、出芽酵母モデルを用いた 
Core の分子種ごとの細胞内応答の解析、特に油滴形成メカニズムの解析を行っ
た。以降、特に断りがない限り、各実験は genotype 1b Core を用いて行われ
ているものとする。但し、Core177 による油滴形成機構が genotype 間で共通
のものであるかを検討するため、日本の  HCV 患者の約  20% を占める 
genotype 2a 及び脂肪肝の報告が世界的に多い genotype 3a の Core177 も
使用している。genotype 間の Core177 の相同性は、Fig. 1-3 の通りである。 
 油滴の構成成分である TAG は acyl-CoA: diacylglycerol O-acyltransferase 
(DGAT) 及び phospholipid: diacylglycerol O-acyltransferase (PDAT) によっ
て合成される。出芽酵母において DGAT (以降、大文字のイタリック体は遺伝
子、小文字のイタリック体は欠損遺伝子、イタリック体でないものは蛋白質を
示すものとする) のホモログは DGA1、PDAT のホモログは LRO1 によって
コードされている (Fig. 1-4)。ステロールエステル (以降、SE とする) を合成
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する acyl CoA: cholesterol O-acyltransferase (ACAT) の関連遺伝子としては 
ARE1 及び ARE2 が存在する (Fig. 1-4)(Rajakumari, 2008)。これら 4 つの遺
伝子 (LRO1, DGA1, ARE1 及び ARE2) のうちのうちどれか１つでも存在し
ていれば出芽酵母は油滴形成を誘導できる。一方、これら４つの遺伝子を全て
欠損させると油滴は形成されない (Sandager, 2002)。出芽酵母において、TAG 
の分解に関わる ATGL の関連遺伝子としては主に TGL3、その他にも TGL2, 
4, 5, AYR1 及び LDH1 が報告されている(Fig. 1-4)。 
 Core は ER ストレスを介してアポトーシスを誘導し、病態の進行に寄与す
ることが示唆されている (Benali-Furet, 2005)。ER ストレスは脂質合成や油滴
の形成にも関与する。実際に、ER ストレス誘導剤ツニカマイシンは出芽酵母
及び Huh-7 (高分化型ヒト肝癌由来細胞株) で油滴形成を誘導する (Fei, 2009; 
Lee, 2012)。ER ストレスとは、正常な高次構造に折り畳まれなかったタンパク
質が小胞輸送 (COPII 小胞による ER からゴルジ体への輸送) を受けずに 
ER に蓄積し、恒常性の維持を目的とした各種細胞内応答によって、ER の機能
に負担が生じることである。ER の処理能力を超えて変性蛋白質が蓄積した場
合、細胞は ER ストレス応答 (以降、UPR  (Unfolded Protein Response) と
する) を介して防御機構を活性化する。この防御機構の１つに ER 関連分解 (以
降、ERAD (ER associated degradation) とする) が存在する (Fig. 1-5)。ERAD 
は変性蛋白質を ER 内腔から細胞質側へ排出し、ユビキチン転移酵素によって
ユビキチン化された蛋白質をプロテアソームで分解する一連の経路のことであ
る。 
 本研究は Core177 が酵母内で油滴形成を促進し、これには TAG 合成酵素
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をコードする LRO1 が必要であることを初めて明らかにした。また、Core177
は Lro1 の分解抑制および分布変化を誘導するが、油滴形成には後者が重要な
役割を果たす可能性も見出した。出芽酵母において、Core177 は肝細胞と同様
の分布様式で油滴形成を誘導することから、出芽酵母は Core と ER の相互作
用、特に油滴形成機構の解析に有用であると考えられた。 
 
Fig. 1-3 genotype 1b、2a および 3a Core177 の相同性 
 
Fig. 1-4 出芽酵母におけるトリアシルグリセロール (TAG) およびステロールエステル (SE) 
の合成または分解に関与する遺伝子 
 油滴は中性脂質の TAG 及び SE を核としたオルガネラであるが (Antonio, 2015)、TAG の
合成酵素は DGA1 及び LRO1 に (Sorger, 2002)、SE の合成酵素は ARE1 及び ARE2 にコ
ードされている (Zweytick, 2000; Rajakumari, 2008)。これらの脂質合成に関連する遺伝子 
(LRO1, DGA1, ARE1 及び ARE2) のうち、いずれかが発現していれば油滴は形成される。全
てを欠損すると油滴は形成されない  (Sandager, 2002)。TAG 分解に関わる主要な酵素は 
TGL3 にコードされているが、その他にも TGL2, 4, 5, AYR1 及び LDH1 の関与が報告され
ている。 
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Fig. 1-5 正常な小胞体における蛋白質の合成および輸送 
 正常に折りたたまれた蛋白質は COPII 輸送によりゴルジ体へ輸送される。変性蛋白質は小胞
体関連分解 (endoplasmic reticulum associated degradation : ERAD) によって細胞質へ排出
されユビキチン・プロテアソームシステムにより分解される。 
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第二章 Core177 は小胞体ストレス応答非依存的に油滴形成を誘導する 
 
第一節 目的 
 
 哺乳動物細胞に Core を単独発現させると、ER 膜細胞質側に局在すること
が報告されている (Liu, 1997; Suzuki, 2005)。出芽酵母において、Core177 は 
ER マーカーである Hmg2 と共局在することが示されているが  (Kubota, 
2012)、詳細な存在様式は不明である。Core177 は主要な成熟型 Core である
ことから (Okamoto, 2008)、その存在様式を明らかにするため遠心分画法 
(Kaiser, 2002) を用いて細胞内分布を解析した。 
 哺乳動物細胞において、Core は TAG の豊富な油滴の形成 (Barba, 1997)、
および脂肪肝 (Moriya, 1997) を誘導する。出芽酵母は培養細胞と異なり Core 
の C 末端をプロセスする SPP 活性が低いことから、Core をそれぞれ単一分
子種 (Core191, 177 または 173) として発現させ、Core の分子種ごとの油滴
形成レベルを測定した。 
 ER ストレス誘導剤ツニカマイシン (以降、TM とする) は出芽酵母及びヒト
肝細胞で油滴形成を誘導する (Fei, 2009; Lee, 2012)。哺乳動物細胞に Core を
発現させると ER ストレスを誘導することから (Benali-Furet, 2005)、Core 
による ER ストレスが油滴形成を促進する可能性も考えられた。そこで、Core 
が出芽酵母に ER ストレスを与えるか検討するため、UPR のレポーター遺伝
子を用いて (Fig. 2-3C)、酵素活性を指標とした UPR レベルの定量を行った。 
 これまでに Core による中性脂質の誘導機構として、TAG の合成促進でなく 
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(Herker, 2010; Harris, 2011)、ATGL 複合体の活性阻害、すなわち TAG の分
解抑制が示唆されている (Camus, 2014)。しかし、油滴の誘導はウイルス感染
初期に起こることや、ATGL は Core と相互作用しないことからその詳細な分
子機構は未解明である。そこで、出芽酵母における油滴形成が油滴の分解抑制
によるものかを検討した。  
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第二節 実験材料及び実験方法 
 
1. 実験材料 
1)細胞株 
 出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 
 国際的なプロジェクトでゲノム解析に使用され、入手可能な欠損株ライブラ
リー (EUROSCARF; http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/) の親
株である BY4742 およびその変異株を用いた。 
・BY4742 (MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0) 
・BY4742 trp1Δ (trp1Δ::BLE) 
・BY4742 tgl2Δ (tgl2Δ::KAN) 
・BY4742 tgl3Δ (tgl3Δ::KAN) 
・BY4742 tgl4Δ (tgl4Δ::KAN) 
・BY4742 tgl5Δ (tgl5Δ::KAN) 
・BY4742 ayr1Δ (ayr1Δ::KAN) 
・BY4742 ldh1Δ (ldh1Δ::KAN) 
 
2) 培地 
YPAD 培地 
 1% (w/v) BactoTM Trypton (Difco)、0.5% (w/v) BactoTM Yeast extract (Difco) 
を高圧蒸気滅菌した後、別に高圧蒸気滅菌した  adenine sulfate (最終濃度 
0.004% (w/v)、D-(+)-glucose (最終濃度 2% (w/v)) を加えたものを使用した。 
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SD ドロップアウト培地 (SDM) 
 0.67%（w/v）DifcoTM yeast nitrogen base w/o amino acid (Difco)、1.23% (w/v) 
dropout powder (L-arginine monohydrochloride 2.5 g、L-aspartic acid 6.0 g、
L-glutamic acid monosodium salt 6.0 g、L-lysine monohydrochloride 1.8 g、
L-methionine 1.2 g、L-phenylalanine 3.0 g、L-serine 22.5 g、L-threonine 12.0 
g、L-tyrosine 1.8 g、L-valine 9.0 g を混和したもの) を、寒天培地作成時には
さらに最終濃度 2% (w/v) となるように寒天 (台糖) を加え、高圧蒸気滅菌した。
これに、D-(+)-glucose (最終濃度 2% (w/v))、0.08 mg/ml adenine, 0.06 mg/ml 
leucine, 0.02 mg/ml histidine、0.02 mg/ml lysine を必要に応じて加えたものを
使用した。 
SR ドロップアウト培地 (SRM) 
 糖源として D-(+)-glucose の代わりに D-(+)-raffinose (最終濃度 2% (w/v)) 
を用いた以外は SDM と同様の組成で作製した。 
 
3) プラスミド 
・pRS314 UPRE lacZ 
・pKT10 GAL1p (Tanaka, 1990) 
・pKT10 GAL1p Core191 (Genotype 1b a.a. 1-191、東北大学 久保田博士より
譲渡) 
・pKT10 GAL1p Core177 (Genotype 1b a.a. 1-177) 
・pKT10 GAL1p Core173 (Genotype 1b a.a. 1-173, 東北大学 久保田博士より
譲渡) 
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・pKT10 GAL1p 2a Core177 (Genotype 2a a.a. 1-177) 
・pKT10 GAL1p 3a Core177 (Genotype 3a a.a. 1-177) 
 
2. 実験方法 
1) 酵母の形質転換 (酢酸リチウム法) 
【試薬】 
酢酸リチウム (LiOAc) 形質転換溶液: 100 mM LiOAc (pH 7.5) 
PEG (ポリエチレングリコール) 水溶液: 100 mM LiOAc (pH 7.5) 
40% (w/v) PEG (平均分子量 4,000) 
 細胞内の単一コロニーをとり、2 mL の YPAD 培地で OD600 = 0.5 付近まで
培養した。遠心分離 (25 ℃、500 x g、5 分間) で得られた出芽酵母を 1 mL の
滅菌水で懸濁した。エッペンドルフチューブに移し、遠心分離 (25 ℃、500 x g、
5 分間) した。得られた酵母を LiOAc 形質転換溶液 1 mL に懸濁し、再び遠
心 (25 ℃、500 x g、5 分間) した。上清を除き、沈殿した出芽酵母と等量の 
LiOAc 形質転換溶液に懸濁した。形質転換に用いるプラスミド DNA 1 µg に 
LiOAc 形質転換溶液に懸濁した出芽酵母 10 µL を加え、さらに PEG 水溶液 
60 µL を加えて混合し、30 ℃ で 30 分間振とう培養した。42 ℃ で 15 分間
培養した後、SD 寒天培地上に塗布し、30 ℃ でコロニーを形成させた。 
 
2) P13、P100 及び S100 の分画 
【試薬】 
Buffer1: 10 mM NaN3、10 mM NaF、50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
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Buffer2: 100 mM EDTA、0.5% (w/v) 2-mercaptoethanol、10 mM Tris-HCl (pH 
7.5) 
S buffer: 1.2 M sorbitol、0.5 mM MgCl2、40 mM HEPES (pH 7.5) 
Lysis buffer: 0.2 M Sorbitol、1 mM EDTA、50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
 酵母を各プラスミドによって形質転換し、得られた形質転換体を SR ドロッ
プアウト培地で 30 ℃、36 時間振とう培養した。その後 Varioskan Flash 
(Thermo Scientific) 及び SkanIt software 2.4.3 を用いて吸光度を測定し、SR 
ドロップアウト培地で OD600 = 0.3、45 mL とし 30 ℃、3 時間培養培養する
ことで対数増殖期に到達させた。そこに galactose を添加し (最終濃度 3% 
(w/v))、3 時間培養した。25 ℃、500 x g、5 分間遠心して上清を除き、出芽酵
母を Buffer1 10 mL で懸濁し、再び 25 ℃、500 x g、5 分間遠心し上清を除
いた。出芽酵母を Buffer2 800 µL で懸濁し、エッペンドルフチューブに移し、
30 ℃、20 分間振とう培養した。次に 25 ℃、500 x g、5 分間遠心して上清を
除き、出芽酵母を S buffer 800 µL で懸濁し、さらに Zymolyase 100 T 50 U を
添加し、30 ℃、30 分間振とう培養した。スフェロプラスト化 (出芽酵母の細
胞壁が壊れた状態) を10% (w/v) SDS (sodium dodecyl sulfate) で確認 (スフェ
ロプラスト化された出芽酵母は懸濁する) した後に、スフェロプラストを S 
buffer 1 mL で洗浄後、プロテアーゼ阻害剤である Leupeptin (1 µg/mL)、
Pepstatin (1 µg/mL)、EDTA (0.5 mM) 及び PMSF (phenylmethylsulfonyl 
fluoride、1 mM) を添加した Lysis buffer 1 mL を加え、氷上で Dounce 
Homogenizer (Tightly fitting pestle、WHEATON USA) を用いて、穏やかに 
(泡立たないように) 20 ストローク行い、4 ℃、500 x g、5 分間遠心し、上清 
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(Total) を回収した。この Total を 4 ℃、13,000 x g、1 時間遠心し、上清 (S13) 
と沈殿画分 (P13) を得た。さらに、S13 を 4 ℃、100,000 x g、1 時間遠心し、
上清 (S100) と沈殿画分  (P100) を得た (遠心機: CS100 GXII, ローター: 
S55A2、HITACHI)。各画分の濃度が Total と同じ容量になるように Lysis 
buffer で希釈し、P13 各分の蛋白量を Bio-Rad Protein assay を用いて定量し、
各画分の蛋白質抽出液に 5× SDS ゲルローディングバッファー (200 mM 
Tris-HCl (pH 6.8)、8% (w/v) SDS、0.4% (w/v) ブロモフェノールブルー、40% 
(w/v) グリセロール、200 mM DTT) を等量となるように加え、100 ℃ で 5 分
間熱処理した。これをサンプルとして SDS - ポリアクリルアミドゲル電気泳動
を行った。 
 
3) P13 画分のプロテアーゼ処理 
 P13 画分の蛋白質 50 µg に TritonX-100 (最終濃度 0.1% (w/v)) を加えた
後、4 ℃ 下で Trypsin250 (Difco) 2 µg を加え、37 ℃ で 10 分間反応させた。
その後、5× ゲルローディングバッファーを等量となるように加え、100 ℃ で 
5 分間熱処理した。これをサンプルとして SDS - ポリアクリルアミドゲル電気
泳動を行った。 
 
4) 蛋白質抽出 
【試薬】 
Cleavage buffer: 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、1 mM EDTA、0.15 M NaCl  
 酵母を各プラスミドによって形質転換し、得られた形質転換体を SR ドロッ
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プアウト培地で 30 ℃ 下 36 時間振とう培養した。その後吸光度を測定し、SR 
ドロップアウト培地で OD600 = 0.3、10 mL とし、30 ℃、3 時間培養培養する
ことで対数増殖期に到達させた。さらに、培地中に galactose (最終濃度 3% 
(w/v)) を添加し 30℃ 下 3 時間振とう培養した。25 ℃、500 x g、5 分間遠心
し、得られた沈殿に 12.5% (w/v) trichloro acetic acid (TCA) を 5 mL 加え、
vortex mixer によって撹拌した後、氷上に 30 分間静置した。4 ℃、500 x g、
5 分間遠心し、得られた沈殿を Cleavage buffer で 3 回洗浄した。リトマス試
験紙で pH 7 以上になったことを確認した後、沈殿に対して等量の Cleavage 
buffer、さらにグラスビーズを加えた後、4 ℃ で vortex し、出芽酵母を破砕
した。そこに最終濃度が 1% (w/v) になるように SDS を加え、蛋白質を可溶
化し蛋白抽出液とした。 
 
5) Western blotting 
【試薬】  
1×Runnning buffer: 25 mM Tris、250 mM glycine、0.1% (w/v) SDS 
1×Blotting buffer: 25 mM Tris、190 mM glycine 
TBS-T: 10 mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM NaCl、0.1% (w/v) Tween20 
5% (w/v) 又は 0.5% (w/v) スキムミルク: スキムミルク (雪印メグミルク) を
TBS-T に溶解 
① Core 検出用抗体 
一次抗体: Anti Core31-2 (515S) antibody (mouse, 東京医学総合研究所 小原博
士より分与) 1,000 倍希釈で使用 
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二次抗体: Anti-mouse IgG/HRP (P0447 polyclonal goat, Dako) 2,000 倍希釈
で使用 
② Kar2 検出用抗体 
一次抗体: Anti-Kar2 (y-115) antibody (rabbit, Santa Cruz Biotechnology Inc.) 
1,000 倍希釈で使用 
二次抗体: Anti-rabbit IgG/HRP (P0448 polyclonal goat, Dako) 2,000 倍希釈で
使用 
③ Pyk1 検出用抗体 
一次抗体: 抗 Pyk1 血清 (ウサギ由来、橘 剛博士論文) 5,000 倍希釈で使用 
二次抗体: Anti-rabbit IgG/HRP (P0448 polyclonal goat, Dako) 10,000 倍希釈
で使用 
④ Actin 検出用抗体 
一次抗体: Anti-actin (sc-1616) antibody (rabbit, Santa Cruz Biotechnology 
Inc.) 10,000 倍希釈で使用 
二次抗体: Anti-rabbit IgG/HRP (P0448 polyclonal goat, Dako) 2,000 倍希釈で
使用 
 
 1× Runnning buffer を用いて SDS - ポリアクリルアミドゲル電気泳動を
行った。泳動終了後、ウェット式のブロッター (Criterion セル, Bio-Rad) と 1
×Blotting buffer を用いて、PVDF メンブレン（Millipore）にブロッティング
した (100 V、1.5 時間)。ブロッティング後、5% (w/v) スキムミルク中にメン
ブレンを浸し、4 ℃ で一晩振とうした。その後、ブロッキングバッファーを除
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き、TBS-T で 5 分間 3 回振とうしながらメンブレンを洗浄した。その後一次
抗体液を加え、室温で １ 時間振盪した後に、一次抗体を除き 0.5% (w/v) スキ
ムミルクで 5 分間 3 回振とうしながらメンブレンを洗浄した。次に二次抗体
液を加え、室温で 1 時間振とうした。その後二次抗体を除き 0.5% (w/v) スキ
ムミルクで 5 分間 3 回振とうしながらメンブレンを洗浄した。検出は、メン
ブレンを ECL 試薬 (GE Biosciences) またはイモビロン試薬（Millipore）と
反応させることで生じる化学発光を Versa doc 5000（Bio-Rad）で検出した。
得られたバンドの定量には Quantity One（Bio-Rad）ソフトウェアを用いた。 
 
6) β - ガラクトシダーゼアッセイ 
【試薬】 
Tris-HCl pH 7.5-0.05% (w/v) Triton 
MUG: 4-Methylumbelliferyl β-D-galactopyranoside, 500 µg/mL in Z buffer 
Z buffer (pH 7.0): 60 mM Na2HPO4、40 mM NaH2PO4、10 mM KCl、1 mM 
MgSO4、50 mM β-mercaptoethanol 
 酵母を各プラスミドによって形質転換し、得られた形質転換体を SR ドロッ
プアウト培地で 30 ℃、36 時間振とう培養した。その後吸光度を測定し、SR ド
ロップアウト培地で OD600 = 0.3、2 mL とし、30 ℃、3 時間培養培養するこ
とで対数増殖期に到達させた。その後、培地中に galactose (最終濃度 3% (w/v)) 
および、必要に応じて ER ストレス誘導剤 TM (2 µg/mL) を添加し 30 ℃、3 
時間振とう培養した。サンプルをエッペンドルフチューブに移し、500 x g で 5 
分間遠心した。上清を除き 100 µL の Tris-HCl pH 7.5 - 0.05% (w/v) Triton を
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加え懸濁させた。そこから 25 µL を 96 well プレートに移し、−80 ℃ で 3 時
間以上凍結させた。その後、室温・暗室でサンプルを解凍し  (30 分)、β- 
galactosidase の基質となる MUG (Sigma、500 µg/mL、100 µL/well) を加え
た。撹拌後、37 ℃ で 20 分静置し、Varioskan Flash (Thermo Scientific) 及
び  SkanIt software 2.4.3 を 用 い て  360 nm の 励 起 光 に 対 す る 
4-Methylumbelliferone の 450 nm の蛍光を計測した (Okazaki, 2007)。 
 
7) 油滴の染色 
【試薬】 
Fix buffer: 0.67% (w/v) DifcoTM yeast nitrogen base w/o amino acids、1% (v/v) 
formaldehyde、1 M sorbitol 
Wash buffer: 10 mM Tris-HCl pH 7.5、10 mM EDTA、1 M sorbitol 
PBS: 10×D-PBS (-) (Wako) 50 mL を 450 mL の milliQ に溶解後、オートク
レーブ処理した。 
BODIPY493/503: 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s- 
indacene (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) を 100% (v/v) エタノールに
溶解させ、50 µg/mL のストック溶液を作成した。染色は 2 µg/mL になるよう 
Wash buffer で希釈した。 
 酵母を各プラスミドによって形質転換し、得られた形質転換体を SR ドロッ
プアウト培地で 30 ℃、36 時間振とう培養した。その後吸光度を測定し、SR ド
ロップアウト培地で OD600 = 0.3、2 mL とし、30 ℃、3 時間培養培養するこ
とで対数増殖期に到達させた。さらに、培地中に galactose (最終濃度 3% (w/v)) 
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および必要に応じて ER ストレス誘導剤 TM (2µg/mL) を添加し 30℃、3 時
間振とう培養した。遠心 (500 x g、5 分間、室温) で上清を除き、Fix buffer (500 
µL/sample、40 分間、氷上) で固定した。Wash buffer で 2 回洗浄した後、
BODIPY 493/503 (最終濃度 2 µg/mL) で 20 分間静置した。その後、遠心 (500 
x g、5 分間、室温) で上清を除き、得られた沈殿を PBS で 2 回洗浄してから、
蛍光顕微鏡法及びフローサイトメトリーに使用した。 
 
8) フローサイトメトリーによる油滴の定量 
 BODIPY 493/503 で油滴が染色された細胞を BD FACSCalibur フローサイ
トメーター (Becton, Dickinson and company) を用いて 10,000 個の出芽酵母
の油滴蛍光を定量した。解析には  BD CellQuest Pro Software (Becton, 
Dicknson and Company) を使用した。 
 
9) 統計処理 
 各実験におけるサンプル数は特に断りがない限り n=3 とし、それらの平均値
と標準誤差 (SEM) をグラフで示すこととする。検定が行われている場合、そ
れは Student’s T test であり、特に断りがない限り同一株内における Control 
群との有意水準 (p 値) を示すこととする。p<0.01 の場合は **、p<0.05 の場
合は  *、有意差が認められない場合は  p 値または  n.s. (no significant 
difference) を示すこととする。 
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第三節 結果 
 
3-1 Core177 は P13 画分に分布する 
 空ベクターまたは Core177 発現ベクターを BY4742 野生株に形質転換し、
対数増殖期まで培養後、GAL1 promotor の制御下で Core の発現誘導を 3 時
間行った。細胞壁を Zymolyase で酵素的に破壊してスフェロプラスト化した。
Dounce Homogenizer でホモジネート化した後、ER に局在する蛋白質が最も
得られる P13 の分画を目的として遠心分画を行った。その後、SDS-PAGE お
よび Western blotting を用いて各蛋白質を検出した (Fig. 2-1)。実験の結果、
ER マーカーとして用いた分子シャペロンの Kar2 及び Core177 は主に P13
画分に検出された。また、細胞質マーカーとして用いた Pyk1 は S100 画分に
分布し、この画分に Core177 はほとんど認められなかった。このため Core177 
は ER に分布すると考えられた。 
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Fig. 2-1 Core177 の細胞内分布 
 空ベクターまたは Core177 発現ベクターを BY4742 野生株に導入し、SRM ドロップアウ
ト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。
スフェロプラスト化した細胞を穏やかに破砕した後、4℃、13,000 x g、1 時間遠心し、上清 (S13) 
と沈殿画分 (P13) を得た。さらに、S13 を 4℃、100,000 x g、1 時間遠心し、上清 (S100) と
沈殿画分 (P100) を得た。各画分を用いて SDS-PAGE および Western blotting を行い、蛋白
質を検出した。 
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3-2 Core177 は ER 膜細胞質側へ局在する 
 次に、Core177 が ER 膜細胞質側または内腔側に蓄積するかを検討した 
(Fig. 2-2)。ER を含む P13 画分をプロテアーゼである Trypsin で処理すると、
ER 膜細胞質側の蛋白質など ER の外側にある蛋白質から分解されていくため、
Kar2 のような ER 内腔側の蛋白質は分解されにくい。もし Core177 が ER 
膜の細胞質側表面に存在するならば、プロテアーゼ感受性となる。一方、Core177 
が ER 内腔側に存在するのであればプロテアーゼ耐性となる。また界面活性剤
の Triton X-100 で ER 膜を可溶化させた場合、ER 内腔に存在する Kar2 な
どの蛋白質もプロテアーゼ感受性となる。実験の結果、ER 内腔に存在する 
Kar2 は Trypsin 処理のみでは分解されないものの、Triton X-100 との同時処
理では分解が認められた。一方、Core177 は Trypsin 処理のみで分解が認めら
れた。すなわち、Core177 は ER 膜細胞質側へ局在するものと考えられた。
Core191 及び 173 についても同様の結果が得られている (Data not shown)。 
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Fig. 2-2 Core177 の小胞体における存在様式 
 空ベクターまたは Core177 発現ベクターを導入した BY4742 野生株から抽出した P13 画
分 (Fig. 2-1) を Triton X-100 および Trypsin で処理した。SDS-PAGE で分離後に Western 
blotting で各蛋白質を検出した。 
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3-3 Core の C 末端配列の違いが異なる細胞内応答を誘導する 
 空ベクターまたは Core の単一分子種 (Core191, 177 または 173) 発現ベ
クターを BY4742 野生株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期ま
で培養後、Core を発現させた。その結果、Core177 の発現が最も高かったも
のの、各分子種がそれぞれ出芽酵母内で発現することを確認した (Fig. 2-3A)。 
 次に Core 発現による油滴の増加レベルを検討した。中性脂質 (主に油滴の
構成成分である TAG 及び SE) の疎水性領域に親和性を持ち、油滴の染色およ
び定量に汎用される蛍光試薬（BODIPY 493/503）で出芽酵母を染色し、フロ
ーサイトメーターを用いて定量した。その結果、Core177 及び 173 は油滴形
成を誘導するが、Core191 は誘導しないことが明らかとなった (Fig. 2-3B)。
ER ストレス誘導剤 TM (positive control として使用) においても、油滴レベ
ルが上昇することは確認している (Data not shown)。 
 ER ストレスのレポーター遺伝子 UPRE-LacZ は、Hac1 (ER ストレスによ
り活性化される転写因子) より促進されるプロモーターを持ち、ER ストレスの
レベルを β-Galactosidase の酵素活性を指標に見積もることができる (Fig. 
2-3C)。このレポーター遺伝子を用いて ER ストレスを定量した結果、Core191 
及び 173 ではレポーター遺伝子活性が上昇したが、Core177 を発現させた細胞
では全く変化しなかった  (Fig. 2-3D)。ER ストレス誘導剤  TM (positive 
control として使用) においても、UPR レベルが上昇することは確認している 
(Data not shown)。 
 これまでの結果を Fig. 2-3E にまとめた。Core173 は ER ストレス を介し
て油滴形成を誘導する可能性が考えられる。しかしながら、Core191 は ER ス
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トレス を誘導するものの、油滴形成を誘導しなかった。哺乳動物細胞内で主要
な成熟型 Core とされる Core177 は、ER ストレスレベルを上昇させずに油
滴形成を誘導することが明らかとなった。これらの結果は、出芽酵母において
も Core 発現により油滴レベルが上昇すること、および今まで着目されること
のなかった Core の C 末端配列の違いに依存した細胞内応答の違いを示唆す
るものである。 
 
 
Fig. 2-3A Core191、177 および 173 の発現量 (n=2) 
 空ベクターまたは  Core の単一分子種  (Core191, 177 または  173) 発現ベクターを 
BY4742 野生株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core を発現さ
せた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。SDS-PAGE で分離した後 Western blotting を用い
て各蛋白質を検出した。 
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Fig. 2-3B Core191、177 および 173 の油滴レベル (n=4) 
 空ベクターまたは  Core の単一分子種  (Core191, 177 または  173) 発現ベクターを 
BY4742 野生株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core を発現さ
せた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、フロ
ーサイトメーターによる油滴の定量を行った。 
 
 
Fig. 2-3C UPRE lacZ の模式図 
 小胞体ストレスにより誘導された転写因子の Hac1 は UPRE (Unfolded protein response 
element) promoter を活性化し、LacZ の転写を促進する。発現量した β-Galactosidase の酵
素活性を指標として小胞体ストレス応答 (UPR) レベルを間接定量した。 
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Fig. 2-3D Core191、177 及び 173 による小胞体ストレス応答 (UPR) レベル (n=3) 
 空ベクターまたは Core の単一分子種 (Core191, 177 または 173) 発現ベクターに加え、
UPR のレポーター遺伝子を持つベクター (pRS314 UPRE lacZ) を BY4742 trp1Δ 株に導入
し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% (w/v) 
galactose 誘導 3 時間)。β- galactosidase の酵素活性を指標として UPR レベルを計測した。 
 
 
Fig. 2-3E Core の分子種と細胞内応答の変化 
 Fig. 2-3A, 3B, 3D の結果をまとめたもの。 
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3-4 異なる genotype の Core177 においても UPR 非依存的に油滴形成を誘  
     導する 
 当研究室は複数存在する HCV 遺伝子多型の中でも、日本の HCV 患者の約 
70% を占める Genotype 1b の Core に着目してきた。主要な成熟型 Core と
される Core177 は UPR 非依存的に油滴形成を誘導するが、この現象は 
genotype の違いを越えて一般的なのだろうか。本節では、日本の HCV 患者
の約 20% を占める genotype 2a 及び脂肪肝の報告が世界的に多い genotype 
3a の Core177 についても検討した。genotype 間の Core177 の相同性は、
Fig. 1-3 の通りである。はじめに、すべての genotype の Core177 が出芽酵母
内で発現することを確認した（Fig. 2-4A）。次に Core177 による UPR および
油滴の増加レベルを観察した結果、1b 型の Core177 と同様に 2a および 3a 
型のいずれにおいても UPR は誘導されず (Fig. 2-4B)、油滴レベルの増加が観
察された (Fig. 2-4C)。これらの結果から、Core177 による UPR 非依存的な
油滴形成は genotype を越えて認められることが明らかとなった。 
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Fig. 2-4A genotype 1b、2a および 3a Core177 の発現量 
  空ベクターまたは各 genotype の Core177 発現ベクターを BY4742 野生株に導入し、
SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた  (3% (w/v) 
galactose 誘導 3 時間)。SDS-PAGE で分離した後 Western blotting を用いて各蛋白質を検
出した。 
 
 
Fig. 2-4B genotype 1b 2a および 3a Core177 の小胞体ストレス応答 (UPR) レベル (n=4) 
 空ベクターまたは各 genotype の  Core 発現ベクターに加え、レポーター遺伝子の 
UPRE-LacZ を持つベクターを BY4742 trp1Δ に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増
殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。β- galactosidase 
の酵素活性を指標として (Fig. 2-3C) 小胞体ストレスレベルを定量した。小胞体ストレス誘導剤
ツニカマイシン (TM) (2µg/mL) を positive control として用いた。 
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Fig. 2-4C genotype 1b、2a および 3a Core177 の油滴レベル (n=4) 
 空ベクターまたは各 genotype の Core177 発現ベクターを BY4742 野生株に導入し、SRM 
ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% (w/v) galactose 誘
導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、フローサイトメーターによる油滴
の定量を行った。 
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3-5 Core177 は TAG の分解を抑制せずに油滴形成を誘導する 
 Core177 による UPR 非依存的な油滴形成はどのように誘導されるのだろ
うか。哺乳動物細胞において Core は ATGL 複合体の活性阻害、すなわち 
TAG の分解抑制が示唆されている (Camus, 2014)。出芽酵母において ATGL
の Ortholog は存在しないものの、TAG の分解に関わる遺伝子として主に 
TGL3 が機能し、その他にも TGL2、TGL4、TGL5、AYR1 および LDH1 が
報告されている (Klug, 2014)(Fig. 1-4)。Tgl3 は ATGL と同様に油滴に分布す
ることから、Core177 との相互作用も考えられた。油滴の分解に関わる各遺伝
子の欠損株に Core177 を発現させ、フローサイトメトリーによる油滴の定量を
行った (Fig. 2-5)。一般的に、油滴分解に関わる遺伝子を欠損株させると、油滴
レベルの増加が予想される。しかしながら、どの遺伝子欠損株においても 
Control 群における顕著な油滴レベルの増加は認められなかった。また、どの遺
伝子欠損株においても Core177 による油滴レベルの増加が認められたため、今
回検討した各遺伝子は、単独で Core177 による TAG の分解抑制に関与する可
能性は低いと考えられた。 
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Fig. 2-5 油滴分解に関わる各遺伝子欠損株の油滴レベル (n=3) 
 空ベクターまたは Core177 の発現ベクターを各株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対
数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 
493/503 を用いて油滴を染色した後、フローサイトメーターによる油滴の定量を行った。 
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第四節 考察 
 
 主要な成熟型 Core とされる Core177 は、哺乳動物細胞と同様に出芽酵母に
おいても ER 膜表面の細胞質側に存在すると考えられた (Fig. 2-1,2)。Core191 
および Core173 についても同様の結果が得られている (Data not shown)。こ
の結果は、出芽酵母が Core 発現による細胞影響を観察するためのモデル真核
生物となる可能性を示している。 
Core191 及び Core173 は ER ストレスのレベルが上昇するのに対し、
Core177 は全く上昇しなかった (Fig. 2-3D)。一方、油滴の誘導は Core177 が
最も強く、Core173 でも誘導されることが明らかとなった (Fig. 2-3B)。前述の
ように ER ストレスは油滴形成を誘導することから (Fei, 2009; Lee, 2012)、
Core173 は UPR を介して油滴形成を誘導する可能性が考えられた。しかしな
がら、Core191 は UPR を誘導するが油滴形成を誘導せず、Core177 は UPR 
を誘導せずに油適形成を促進することが明らかとなった (Fig. 2-3E)。 
これらの結果は、Core と ER の相互作用が出芽酵母と哺乳動物細胞で保存さ
れている可能性、および今まで着目されることのなかった Core の C 末端配列
の違いに依存した細胞内応答の変化を示唆するものである。油滴形成の促進は
ウイルス複製を誘導する (Miyanari, 2007) が、肝臓の病態と ER ストレスは密
接に関係する (Benali-Furet, 2005)。今後、HCV 持続感染の間に Core の C 
末端のプロセッシング部位が変化するかを検証することで、脂肪肝や肝硬変な
どの予後予測に関わる知見が得られるかもしれない。 
主要な成熟型 Core とされる Core177 は UPR を誘導しないことから、ER
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内腔における蛋白質の品質管理に影響を与えずに ER 膜と細胞質側で相互作
用することで油滴の上昇に寄与している可能性が考えられる。Core の油滴への
分布及び油滴形成には phenylalanine 残基が重要と考えられている (Boulant, 
2007; Hourioux, 2007)。genotype 1b Core においても、油滴形成を最も強く誘
導する Core177 は C 末端側の 174 及び 177 番目に phenylalanine が存
在する。これは genotype 2a 及び 3a Core177 にも共通した配列である (Fig. 
1-3)。HCV をはじめ RNA ウイルスは宿主細胞に順応するため、ゲノム配列に
変異が入りやすいが、Core の phenylalanine 残基 (174 及び 177 番目) は他
の異なる genotype 間でも保存されている。当研究室の出芽酵母モデルは対数
増殖期の酵母を使用しているが、油滴は定常期にかけて合成が促進される。油
滴量が十分でないためか、油滴の画分を分取することはできず、Core177 が油
滴に存在するかは明らかでない。しかしながら、これまでの結果は、Core177 に
よる油滴形成には Core と ER 膜との相互作用が重要であることを示唆して
いる。 
 Core177 による UPR 非依存的な油滴形成は genotype の違いを越えた本
質的なメカニズムである可能性が考えられた (Fig. 2-4A~4C)。哺乳動物細胞に
おいて、Core は TAG の分解を抑制するが (Camus, 2014)、出芽酵モデルで
は TAG 分解酵素をコードする遺伝子の寄与度は低い可能性が考えられた 
(Fig. 2-5)。これら複数の遺伝子を同時に欠損する実験については、tgl3Δ tgl5
Δ などで行ったが顕著な変化は認められなかった (Data not shown)。今後、
複数の遺伝子が同時に寄与する場合について、さらなる検証が必要となる可能
性がある。
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第三章 Core177 による油滴形成にはトリアシルグリセロール合成酵素  
        Lro1 が必要である 
 
第一節 目的  
 
 Core177 は異なる genotype でも UPR 非依存的に油滴形成を誘導したこ
とから (Fig. 2-4A~4C)、哺乳動物細胞内で Core177 が示す機能を出芽酵母内
で再現できたものと考えられる。また、TAG の分解が Core177 による油滴形
成に寄与しない可能性が示唆された (Fig. 2-5)。そこで本章では、Core177 の
油滴形成に必要な中性脂質合成に関わる遺伝子の同定及び油滴形成メカニズム
の解析を目的とした。 
 油滴は中性脂質の TAG 及び SE を核としたオルガネラであるが (Antonio, 
2015)、TAG は Dga1 及び Lro1 に、SE は Are1 及び Are2 によって合成
される (Rajakumari, 2008)(Fig. 1-4)。これらの脂質合成酵素をコードする遺伝
子 (LRO1, DGA1, ARE1 及び ARE2) のうち全てまたはいくつかを欠損させ
た株を用いて、Core177 の油滴レベルを定量した。 
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第二節 実験材料及び実験方法 
 
1. 実験材料 
1) 細胞株 
・CWY3768 (are1Δ::LEU are2Δ::HIS dga1Δ::KAN lro1Δ::HYG BY4742)  
・CWY3773 (LRO1-13xMyc::LEU DGA1-13xMyc::HIS BY4742)  
上記の株は Wang 博士 (Institute of Plant and Microbial Biology, Academia 
Sinica) から分与。 
・BY4742 (MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 BY4742) 
・BY4742 are1/2Δ (are1Δ::LEU are2Δ::HIS) 
・BY4742 dga1/lro1Δ (dga1Δ::KAN lro1Δ::HYG) 
・BY4742 dga1Δ (dga1Δ::KAN) 
・BY4742 lro1Δ (lro1Δ::HYG) 
・BY4742 hrd1Δ (hrd1Δ::KAN) 
 
2) 培地 
第二章参照 
 
3) プラスミド 
・pKT10 GAL1p (Tanaka, 1990) 
・pKT10 GAL1p Core177 (Genotype 1b a.a. 1-177) 
・pRS315 Lro1-Myc 
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2. 実験方法 
1) 酵母の形質転換 (酢酸リチウム法)  
第二章参照 
 
2) 油滴の染色 
第二章参照 
 
3) フローサイトメーターによる油滴の定量 
第二章参照 
 
4) 蛍光顕微鏡法 
 BODIPY 493/503 で油滴が染色された細胞液 100µL (1×PBS) を 0.1% 
(w/v) ConcanavalinA 10µL を風乾させたプレートに添加し、5 分間整地し酵母
を固定した。その後 CCD カメラ (Cool snapTMHQ: Photomotincs) を装着し
た蛍光顕微鏡 (DMIRE2: Leica) を用い 100 倍対物レンズで酵母の明視野像
および各蛍光画像を観察した。画像の取得及び解析には  Meta MorphTM 
(NipponRoper) を使用した。 
 
5) 蛋白質抽出 
第二章参照 
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6) Western blotting 
第二章参照 
① Core 検出用抗体 
一次抗体: Anti Core31-2 (515S) antibody (mouse, 東京医学総合研究所 小原博
士より分与) 1,000 倍希釈で使用 
二次抗体: Anti-mouse IgG/HRP (P0447 polyclonal goat, Dako) 2,000 倍希釈
で使用 
② Lro1-Myc 及び Dga1-Myc 検出用抗体 
一次抗体: Anti-Myc-tag (M192-3S) antibody (mouse, Medical & Biotechnolo- 
gical laboratories co.) 10,000 倍希釈で使用 
二次抗体: Anti-mouse IgG/HRP (P0447 polyclonal goat, Dako) 2,000 倍希釈で
使用 
③ Actin 検出用抗体 
一次抗体: Anti-actin (sc-1616) antibody (rabbit, Santa Cruz Biotechnology 
Inc.) 10,000 倍希釈で使用 
二次抗体: Anti-rabbit IgG/HRP (P0448 polyclonal goat, Dako) 2,000 倍希釈で
使用 
 
7) 統計処理 
第二章参照 
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第三節 結果 
 
3-1 Core177 の油滴形成には TAG 合成経路が関与する 
 油滴形成に関わる 4 種の遺伝子 (Fig. 1-4) の四重欠損株 (lro1Δ dga1Δ 
are1Δ are2Δ) または二重欠損株 (lro1Δ dga1Δまたは are1Δ are2Δ) に 
Core177 を発現させたところ、どの欠損株においても野生株と同様に発現した
（Fig. 3-1A）。出芽酵母を BODIPY493/503 で染色した後、油滴レベルをフロ
ーサイトメーターで定量し（Fig. 3-1B）、蛍光顕微鏡でも観察した（Fig. 3-1C）。
その結果、四重欠損株では蛍光強度の増加はほとんど認められず（Fig. 3-1B）、
油滴 (点状の強い蛍光) も観察されなかった（Fig. 3-1C）。また、TAG が合成
できない lro1Δ dga1Δ 株において Core177 による蛍光強度の増加ほとんど
認められず（Fig. 3-1B）、油滴形成もほとんど認められなかった（Fig. 3-1C）。
この傾向は SE が合成できない are1Δ are2Δ 株においては認められなかっ
た（Fig. 3-1B, 1C）。なお、野生株及び各遺伝子欠損株の Control 群間では油
滴レベルに大きな変化は認められなかったため (Fig. 3-1B)、遺伝子欠損による
ジアシルグリセロール及びステロールなど中性脂質の顕著な存在量の変化はな
いと考えられる。これらの結果から、Core177 による油滴形成の促進には TAG 
合成経路が重要であることが明らかとなった。 
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Fig. 3-1A 油滴形成に関わる遺伝子欠損株での Core177 の発現量 (n=2) 
 空ベクターまたは Core177 の発現ベクターを BY4742 野生株（WT）および図に示した各遺
伝子欠損株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現さ
せた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。SDS-PAGE で分離した後 Western blotting を用い
て各蛋白質を検出した。 
 
 
Fig. 3-1B 油滴形成に関わる遺伝子欠損株の油滴レベル (n=4) 
 空ベクターまたはCore177 の発現ベクターを BY4742 野生株 (WT) および各遺伝子欠損株
に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% 
(w/v) galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、フローサイトメ
ーターによる油滴の定量を行った。 
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Fig. 3-1C 油滴形成に関わる遺伝子欠損株の油滴観察 
 空ベクターまたは Core177 の発現ベクターを BY4742 野生株および各遺伝子欠損株に導入
し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% (w/v) 
galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、蛍光顕微鏡を用いて
油滴を観察した。スケールバー : 5 µm。 
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3-2 Core177 の油滴形成は主に LRO1 が関与する 
 TAG 合成酵素をコードする DGA1 及び LRO1 について、Core177 の油滴
形成にどちらが強く関与しているかを検討した。はじめに野生株、dga1Δ 株お
よび lro1Δ 株に Core177 が発現することを確認した（Fig. 3-2A）。次に、Core
発現細胞を BODIPY493/503 で染色し、油滴レベルをフローサイトメーターで
定量した。その結果、dga1Δ 株と比較して、lro1Δ 株では Core177 による蛍
光強度の増加がほとんど認められなかった (Fig. 4-2B)。なお、野生株及び各遺
伝子欠損株の Control 群間では油滴レベルに大きな変化は認められなかった
ため (Fig. 3-2B)、遺伝子欠損によるジアシルグリセロールなど中性脂質の顕著
な存在量の変化はないと考えられる。これらの結果から、Core177 による油滴
形成は主に一回膜貫通型の TAG 合成酵素をコードする LRO1 (Choudhary, 
2011) が重要であることが明らかとなった。 
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Fig. 3-2A 油滴形成に関わる遺伝子欠損株での Core177 の発現量 
 空ベクターまたは Core177 の発現ベクターを BY4742 野生株 (WT) および LRO1 欠損株
に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% 
(w/v) galactose 誘導 3 時間)。SDS-PAGE で分離した後 Western blotting を用いて各蛋白質
を検出した。 
 
 
 
Fig. 3-2B 油滴形成に関わる単独遺伝子欠損株の油滴レベル (n=3) 
 空ベクターまたはCore177 の発現ベクターを BY4742 野生株 (WT) および各遺伝子欠損株
に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% 
(w/v) galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、フローサイトメ
ーターによる油滴の定量を行った。 
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3-3 Core177 の発現は Lro1 の存在量を増加させる 
 Core177 は ERAD 複合体の構成蛋白質であり、E3 ユビキチンリガーゼを
コードする  HRD1 の転写を促進することが報告されている  (Kubota, 
2007)(Fig. 1-5)。Core による ERAD の阻害メカニズムは明らかにされていな
いが、当研究室ではそれを示唆するデータも得られているため (Data not 
shown)、Core177 の発現によって Lro1 の存在量が増加するかを検討した。 
 空ベクターまたは Core177 発現ベクターを Myc タグ付きの Lro1 及び 
Dga1 を発現する CWY3773 株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増
殖期まで培養後、galactose (最終濃度 3% (w/v)) を用いて Core177 を誘導し、
0、1.5 及び 3 時間後にサンプルを回収した後、SDS-PAGE 及び Western 
blotting を行った (Fig. 3-3A)。Lro1 及び Dga1 の定量には Anti-Myc 抗体
を用いた。実験の結果、Core177 の発現によって Lro1 の存在量は増加傾向を
示すが、Dga1 はほとんど変化しないことが明らかとなった (Fig. 3-3B, C, D)。 
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Fig. 3-3A Core177 による Lro1 および Dga1 発現レベルの定量方法 
 空ベクターまたは Core177 発現ベクターを CWY3773 株 (Myc タグ付きの Lro1 および 
Dga1 を発現する。) に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を
発現させた (3% (w/v) galactose 誘導)。0、1.5、3 時間後にサンプルを回収した後 SDS-PAGE 
および Western blotting を用いて各蛋白質を検出した。 
 
 
Fig. 3-3B Core177 による Lro1 および Dga1 の存在量変化 
 実験方法は Fig. 5-1A に従う。Lro1 および Dga1 の検出には Myc 抗体を用いた。 
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Fig. 3-3C Core177 による Lro1 の存在量変化 (n=2) 
 各値は、Lro1 の存在量を Actin の存在量で補正した後、サンプルの平均値と標準誤差で示
している。 
 
 
Fig. 3-3D Core177 による Dga1 の存在量変化 (n=2) 
 各値は、Dga1 の存在量を Actin の存在量で補正した後、サンプルの平均値と標準誤差で示
している。 
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3-4 Core177 は Lro1 の分解を抑制する 
 Core177 による Lro1 の分解抑制能を明らかにするため、Core177 の誘導後
に蛋白質合成阻害剤 シクロヘキシミド (以降、CHM とする) を添加し、経時
的に出芽酵母を回収した後、SDS-PAGE および Western blotting を用いて 
Lro1 を定量した (Fig. 3-4A)。すなわち CHM 添加 0 時間からの Lro1 の安定
性を明らかにする実験である。実験の結果、CHM 添加後の Lro1 の分解速度
は Dga1 よりも大きく、Core177 の発現は Lro1 の分解を強く抑制すること
が明らかとなった (Fig. 3-4B~D)。 
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Fig. 3-4A Core177 による Lro1 および Dga1 の分解抑制能の測定方法 
 空ベクターまたは Core177 の発現ベクターを CWY3773 株 (Myc タグ付きの Lro1 およ
び Dga1 を発現する。) に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 
を発現させた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。シクロヘキシミド (CHM) 添加から 0、0.75、
1.5 時間後にサンプルを回収し、SDS-PAGE で分離した後 Western blotting を用いて各蛋白
質を検出した。 
 
 
Fig. 3-4B Core177 による Lro1 および Dga1 の分解抑制 
 実験方法は Fig. 5-2A に従う。Lro1 および Dga1 の検出には Myc 抗体を用いた。 
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Fig. 3-4C Core177 による Lro1 の分解抑制レベル (n=3) 
 各値は、Lro1 の存在量を Actin の存在量で補正した後、サンプルの平均値と標準誤差で示
している。 
 
 
Fig. 3-4D Core177 による Dga1 の分解抑制レベル (n=3) 
 各値は Dga1 の存在量を Actin の存在量で補正した後、サンプルの平均値と標準誤差で示し
ている。 
  
 51 
3-5 Core177 は ERAD 非依存的に油滴形成を誘導する 
  一般的に、ユビキチン化を受けた蛋白質はプロテアソームによって分解さ
れる (Fig. 1-5)。ER 及び油滴に分布する TAG 合成酵素 Lro1 (Sorger, 2002) 
についてもユビキチン化が報告されていることから (Mayor, 2007)、プロテアソ
ームによる分解が予想される。実際に Lro1 が ERAD を介して分解されるかを
確認するため、ERAD 複合体の E3 ユビキチンリガーゼをコードする HRD1 
(Bays, 2001)(Fig. 1-5) に着目し、その欠損株を用いて Lro1 の分解抑制レベル
を定量した。 
 野生株及び hrd1Δ 株に Myc タグ付きの Lro1 を発現させ、Core177 の誘
導後に蛋白質合成阻害剤 CHM を用いて Lro1 を経時的に定量した (Fig. 
3-5A)。その結果、HRD1 の欠損によって Lro1 の分解が Core177 発現時とほ
ぼ同等まで抑制されることから、Lro1 は ERAD を介して分解されることが明
らかとなった (Fig. 3-5B~5D)。これまでの結果から、Core177 は ERAD を阻
害することで Lro1 の分解を抑制し、油滴形成を促進する可能性が考えられた。 
 Lro1 の分解抑制が油滴形成を誘導するか検討するため、hrd1Δ 株における
油滴の増加レベルを測定した。野生株の Control 群と比較して、hrd1Δ 株の 
Control 群では油滴レベルの増加が認められなかったことから (Fig. 3-5E)、
Lro1 の分解抑制が直接的に油滴形成を誘導するわけではないことが明らかと
なった。また、hrd1Δ 株に Core177 を発現させると、油滴レベルは野生株で 
Core177 を発現させた時とほぼ同等まで増加した（Fig. 3-5E）。これらの結果
から、Core177 による油滴形成の誘導は Lro1 の分解抑制によるものではない
ことが明らかとなった。すなわち、Core177 は ERAD 阻害を介して Lro1 の
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分解を抑制するが、油滴形成は Lro1 の存在量に依存しないことが明らかとな
った。 
 
Fig. 3-5A hrd1Δ 株における Lro1 分解レベルの測定方法 
 空ベクター、Core177 発現ベクターおよび Lro1 発現ベクターを BY4742 野生株 (WT) ま
たは hrd1Δ 株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発
現させた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。シクロヘキシミド (CHM) 添加から 0、0.75、1.5 
時間後にサンプルを回収し、SDS-PAGE で分離した後 Western blotting を用いて各蛋白質を
検出した。 
 
 
Fig. 3-5B Core177 による Lro1 の分解抑制レベル 
 実験方法は Fig. 5-3A に従う。Lro1 の検出には Myc 抗体を用いた。 
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Fig. 3-5C 野生株における Core177 の Lro1 分解抑制レベル (n=3) 
 各値は、Lro1 の存在量を Actin の存在量で補正した後、サンプルの平均値と標準誤差で示
している。 
 
Fig. 3-5D hrd1Δ 株における Lro1 の分解抑制レベル (n=3) 
 各値は Lro1 の存在量を Actin の存在量で補正した後、サンプルの平均値と標準誤差で示し
ている。 
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Fig. 3-5E hrd1Δ 株における Core177 の油滴レベル (n=3) 
 空ベクター、Core177 発現ベクターおよび Lro1 発現ベクターを BY4742 野生株 (WT) ま
たは hrd1Δ 株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core を発現さ
せた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、フロ
ーサイトメーターによる油滴の定量を行った。 
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第四節 考察 
 
 TAG 及び SE 合成酵素をコードする各遺伝子 (Fig. 1-4) を全てまたはいく
つか欠損させた株を用いて、Core177 の油滴形成に重要な遺伝子の特定を試み
た。その結果、Core177 による油滴レベルの増加には TAG 合成経路 (Fig. 
3-1B)、特に Lro1 の寄与度が高いことが明らかとなった(Fig. 3-2B)。 
 哺乳動物細胞において Core は TAG の分解を抑制することから (Camus, 
2014)、今回出芽酵母で得られた現象はそれとは明らかに異なる。しかしながら、
Core177 発現と同時に起こる ER との相互作用が Lro1 を介した油滴の上昇
に寄与する可能性も考えられる。これまでに得られた結果は、Core177 と ER 
膜の相互作用が出芽酵母と哺乳動物細胞で保存されている可能性を支持してい
る。本研究モデルおよび得られた知見は油滴形成過程に関わる因子を同定する
上で有用であることが示唆された。  
 Lro1 のユビキチン化が報告されていることから (Mayor, 2007)、Lro1 は 
ERAD の基質であることが予想された。ERAD 複合体の E3 ユビキチンリガ
ーゼをコードする HRD1 (Bays, 2001) の欠損株で Lro1 の存在量を定量した
ところ、Lro1 は ERAD を介して分解されることが明らかとなった  (Fig. 
3-5B~5D)。また、Core177 は ERAD を阻害することで、Lro1 の分解を抑制
することが明らかとなった (Fig. 3-5B~5D)。また、Core177 の発現は Dga1 お
よび Lro1 の分解を抑制するが、特に Lro1 の分解を抑制し (Fig. 3-4B~4D)、
Lro1 の存在量を増加させることが明らかとなった (Fig. 3-3B~3D)。これらの
結果から、Core177 による ERAD 阻害が Lro1 の分解を抑制し、増加した 
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Lro1 によって油滴形成が誘導される可能性が考えられた。しかしながら、Lro1 
の分解を抑制した HRD1 欠損株においても油滴形成は誘導されなかった (Fig. 
3-5E)。また、hrd1Δ 株で Core177 を発現させると油滴が誘導されることか
ら (Fig. 3-5E)、Core177 は ERAD 阻害を介して Lro1 の分解を抑制するが、
油滴形成は Lro1 の存在量に依存しないことが明らかとなった。 HCV の感染
は ERAD を促進し、ウイルスのエンベロープを構成する蛋白質 E2 の分解を
促進することが報告されている (Saeed, 2011)。今回明らかとなった Core177 
による ERAD 阻害は、油滴形成ではなく、ウイルス粒子の形成に必要な蛋白
質の分解を回避させる役割があるのかもしれない。  
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第四章 Core177 は Lro1 の分布変化を誘導することで油滴形成を促 
    進する 
 
第一節 目的 
 
 第三章の結果から、Core177 は ERAD 阻害を介して Lro1 の分解を抑制す
ることが明らかとなった。しかしながら、Lro1 の存在量の増加は油滴の上昇に
寄与しないことが判明した。Core177 は Lro1 の性状にどのような影響を与え
ることで油滴形成を誘導するのだろうか。Wang らは Lro1 が細胞内に点状に
分布することが、Lro1 による油滴形成に必要であることを示唆している (Wang, 
2012)。 
 Core177 による Lro1 の分布変化を観察するため、野生株に mCherry で蛍
光標識した Lro1 (Lro1-mCherry) または Dga1 (Dga1-mCherry) を発現させ
た。また、Core177 による油滴形成が Lro1 の分解抑制ではなく、Lro1 の分
布変化によるもであることを確認するため、hrd1Δ  株においても  Lro1 
(Lro1-mCherry) の細胞内分布を観察した。 
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第二節 実験材料及び実験方法 
 
1. 実験材料 
1) 細胞株 
・BY4742 (MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0) 
・BY4742 hrd1Δ (hrd1Δ::KAN) 
 
2) 培地 
第二章参照 
 
3) プラスミド 
・pRS315 Lro1-mCherry 
・pRS315 Dpm1-mCherry 
・pRS315 Lro1-GFP 
・pKT10 GAL1p (Tanaka, 1990) 
・pKT10 GAL1p Core177 (Genotype 1b a.a. 1-177) 
・pKT10 GAL1p DsRed-Core (Genotype 1b a.a. 118-177) 
 
2. 実験方法 
1) 酵母の形質転換 (酢酸リチウム法) 
第二章参照 
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2) 油滴の染色 
第二章参照 
 
3) 蛍光顕微鏡法 
第二章参照 
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第三節 結果 
 
3-1 Core177 の発現は Lro1 の細胞内分布を変化させる 
 Core177 の発現によって Lro1 に特異的な分布変化が認められるかを検討
した。野生株に mCherry で蛍光標識した Lro1 (Lro1-mCherry) または Dga1 
(Dga1-mCherry) を発現させると、これまで報告されているように（Wang, 
2012）、Dga1-mCherry (Fig. 4-1A, 1B) および Lro1-mCherry (Fig. 4-1C, 1D) 
は核近傍及び細胞膜周辺に層状に分布する傾向が認められた。興味深いことに、 
Core177 の発現は Lro1 の細胞内分布を、点状に変化させる傾向が認められた 
(Fig. 4-1C, 1D)。 
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Fig. 4-1A,B Core177 発現時の油滴および Dga1-mCherry の分布 (B: A の部分拡大図) 
 空ベクター、Core177 発現ベクターおよび Dga1-mCherry 発現ベクターを BY4742 野生株
に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% 
(w/v) galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、蛍光顕微鏡によ
る観察を行った。スケールバー: 5 µm。 
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Fig. 4-1C,D Core177 発現時の油滴および Lro1-mCherry の分布 (D: C の部分拡大図) 
 空ベクター、Core177 発現ベクターおよび Lro1-mCherry 発現ベクターを BY4742 野生株
に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、Core177 を発現させた (3% 
(w/v) galactose 誘導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、蛍光顕微鏡によ
る観察を行った。スケールバー: 5 µm。 
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3-2 Lro1 の分布変化はその安定化に依存しない 
 Core177 の発現は Lro1 の分布を変化させるが (Fig. 4-1C, 1D)、Lro1 の安
定化も誘導する (Fig. 3-4C)。そこで、Lro1 の安定化がその分布変化に与える
影響を検討した。実験の結果、Lro1 の分解が抑制される  hrd1Δ  株に 
Lro1-mCherry を発現させても、野生株と比較して Lro1 の分布変化は認めら
れなかった（Fig. 4-1D Control と 4-2 Control を比較）。すなわち、Lro1 が安
定化するだけではその分布は変化しないことが明らかとなった。また、hrd1Δ 
株においても Core177 は油滴形成を誘導し (Fig. 3-5E)、 Lro1-mCherry の点
状の分布変化も誘導した (Fig. 4-2)。Lro1 の点状の分布が油滴形成に必要であ
ることから (Wang, 2012)、Core177 は Lro1 特異的な分布変化を誘導し、そ
れによって油滴形成が促進される可能性が考えられた。 
 
Fig. 4-2 hrd1Δ 株における Core177 による Lro1-mCherry の分布変化 
 空ベクター、Core177 および Lro1 発現ベクターを hrd1Δ 株に導入し、SRM ドロップア
ウト培地で対数増殖期まで培養後、Core を発現させた (3% (w/v) galactose 誘導 3 時間)。
BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、蛍光顕微鏡による観察を行った。スケールバー: 
5 µm。 
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3-3 Lro1 の分布変化は油滴の存在量に依存しない 
 Lro1 の点状の分布が油滴形成に必要であると示唆されていることから 
(Wang, 2012)、Core177 は Lro1 特異的な分布変化を誘導し（Fig. 4-1C~2）、
それによって油滴形成が誘導される可能性が考えられた。Core177 の直接的影
響によって Lro1 の分布が変化するのか、それとも Core177 による油滴形成が 
Lro1 の分布に影響を与えるのかを検討した。出芽酵母の野生株に ER ストレス
誘導剤 TM を用いて油滴を誘導し、Lro1-mCherry の分布が変化するかを観察
したところ、油滴を誘導しても Lro1-mCherry の顕著な分布変化は認められな
かった (Fig. 4-3)。すなわち、Core177 が Lro1 特異的な分布変化を誘導し 
(Fig. 4-1C~2)、それによって油滴形成が促進される可能性が考えられた。 
 
 
Fig. 4-3 ER ストレス誘導剤 TM による油滴形成と Lro1-mCherry の分布 
 pKT10 の空ベクターを BY4742 野生株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖期
まで培養後、galactose (最終濃度 3% (w/v)、3 時間誘導) を添加した。BODIPY 493/503 を用
いて油滴を染色した後、蛍光顕微鏡による観察を行った。スケールバー: 5 µm。 
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3-4 Core177 は Lro1 の近傍に局在する 
 Core177 は Lro1 の分布変化を誘導することで油滴形成を促進するが、この
とき Lro1 は油滴近傍に分布する（Fig. 4-1C~2）。哺乳動物細胞において、Core 
は ER (Liu, 1997; Suzuki, 2005) に加え、油滴 (McLauchlan, 2002) にも分布
することから、Core177 と Lro1 の油滴近傍における相互作用が Lro1 の分布
変化を誘導する可能性が考えられた。 
 はじめに、出芽酵母においても Core177 が油滴に分布するかを検討した。蛍
光蛋白質 DsRed の C 末端に Core177 の D2 ドメイン (a.a. 118-177)(Fig. 
1-2) を結合させた DsRed-Core177 が油滴と共局在するかを観察した。油滴の
染色には BODPY493/503 を用いた。その結果、DsRed-Core177 は油滴近傍
へ局在することが明らかとなった (Fig. 4-4A)。 
 次に、Core177 と Lro1 の相互作用を検討するため、DsRed-Core177 およ
び Lro1-GFP (Lro1 の C 末端に GFP を結合させたもの) を出芽酵母に共発
現させた。その結果、Lro1-GFP は細胞質全体に分布するのに対して 
DsRed-Core177 はその近傍に凝集する傾向が認められた(Fig. 4-4B)。 
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Fig. 4-4A DsRed-Core177 および BODIPY 染色された油滴の分布 
 空ベクターまたは DsRed-Core177 発現ベクターを BY4742 野生株に導入し、SRM ドロッ
プアウト培地で対数増殖期まで培養後、DsRed-Core177 を発現させた (3% (w/v) galactose 誘
導 3 時間)。BODIPY 493/503 を用いて油滴を染色した後、蛍光顕微鏡による観察を行った。
スケールバー: 5 µm。 
  
 
Fig. 4-4B DsRed-Core177 および Lro1-GFP の分布 
 空ベクター、DsRed-Core177 および Lro1-GFP 発現ベクターを BY4742 野生株に導入し、
SRM ドロップアウト培地で対数増殖期まで培養後、DsRed-Core177 を発現させた (3% (w/v) 
galactose 誘導 3 時間)。細胞を固定した後、蛍光顕微鏡による観察を行った。スケールバー: 5 
µm。 
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3-5 Core177 の凝集は Lro1 非依存的である 
 Core177 は油滴近傍に点状に分布することから (Fig. 4-4A)、この変化が 
Lro1 あるいは油滴によって誘導されるものかを検討した。 lro1Δ  株に
DsRed-Core177 を発現させたところ、Core177 は Lro1 非存在下で油滴近傍に
凝集し、TM で油滴を強制誘導しても同様の結果が得られた (Fig. 4-5)。すなわ
ち、Core177 は Lro1 の分布変化を誘導することで油滴形成を促進し、油滴が
存在しさえすれば、Core177 はその近傍に凝集すると考えられた。 
 
 
Fig. 4-5 Lro1 非依存的な DsRed-Core177 の油滴近傍への凝集 
 DsRed-Core177 発現ベクターを lro1Δ 株に導入し、SRM ドロップアウト培地で対数増殖
期まで培養後、TM (2µg/mL) および galactose (最終濃度 3% (w/v)) を添加し、油滴形成および 
Core177 の発現を 3 時間誘導した。細胞を固定した後、蛍光顕微鏡による観察を行った。スケ
ールバー: 5µm。 
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第四節 考察 
 
 第三章までの結果から、Core177 は ERAD 阻害を介して Lro1 の分解を抑
制することが明らかとなった。しかしながら、Lro1 の安定化は油滴形成に寄与
しなかった。Lro1 の点状の細胞内分布が油滴形成に寄与する可能性が示唆され
ていることから (Wang, 2012)、Core177 によって Lro1 の分布変化が誘導さ
れるかを検討した。その結果、核近傍及び細胞膜周辺に層状に分布していた 
Lro1 は、Core177 の発現により点状に分布変化した (Fig. 4-1C, 1D)。前述の
ように Core177 は Lro1 の安定化も誘導することから、この安定化が Lro1 
の分布変化に与える影響も観察した。その結果、Lro1 が安定化するだけでは、
分布変化は誘導されないことが明らかとなった (Fig. 4-2)。出芽酵母に油滴を誘
導しても Lro1 の顕著な分布変化は認められなかったことから (Fig. 4-3)、
Core177による油滴形成がLro1の分布に影響を与えるのではなく、Core177 の
影響によって Lro1 特異的な分布変化が誘導され、その結果、油滴形成が促進
される可能性が示された。 
 Core177 は Lro1 の分布変化を介して油滴形成を誘導するが、このとき 
Lro1 は油滴近傍に分布する（Fig. 4-1C~2）。哺乳動物細胞において、Core は 
ER (Liu, 1997; Suzuki, 2005) に加え、油滴 (McLauchlan, 2002) にも分布す
ることから、Core177 と Lro1 の油滴近傍における相互作用が Lro1 の分布変
化を誘導する可能性が考えられた。哺乳動物細胞と同様に、出芽酵母において
も Core177 は油滴近傍へ局在するが (Fig. 4-4A)、これは lro1Δ 株において油
滴を強制誘導した場合でも観察されたことから (Fig. 4-5)、Core177 は Lro1 に
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非依存的に、油滴が存在しさえすれば油滴に分布すると考えられた。また、
Core177 は Lro1 の近傍に凝集するが (Fig. 4-4B)、免疫沈降法では Core177 
と Lro1 の間に直接的な相互作用は認められなかった (当研究室 色川助手)。こ
れまでの結果をまとめると、Core177 と ER 膜の相互作用が Lro1 の点状の分
布変化を促すことで、油滴形成を促進し、Core177 が凝集すると考えられた。 
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第五章 総括 
 
 出芽酵母モデルにおいて、Core177 は哺乳動物細胞と同様に ER 膜及び油滴
近傍に分布し (Fig. 2-1, 2, 4-4A)、genotype を越えて UPR 非依存的な油滴形
成を促進することが明らかとなった (Fig. 2-4B, C)。この結果は、Core の持つ
性質が出芽酵母内で再現された可能性を示唆している。Core177 は出芽酵母内
で TAG 合成酵素の Lro1 を介して油滴形成を促進する (Fig. 3-1B, 2B)。
Core177 は ERAD 阻害を介して Lro1 の分解を抑制するが (Fig. 3-4B~4D, 
5B~5D)、その存在量の増加は油滴形成に関与せず (Fig. 3-3B~3D, 5E)、Lro1 の
細胞内分布を点状に変化させることで油滴形成を促進することが明らかとなっ
た (Fig. 4-1C~3)。これらの結果から、Core177 と ER 膜との相互作用が Lro1 
の点状の分布変化を促すことで油滴形成を促進するというモデルが考えられた。
(Fig. 5-1)。 
 
 
Fig. 5-1 Core177 による Lro1 の分布変化モデル 
 Core177 と小胞体膜との相互作用により、小胞体膜上に存在する Lro1 の分布が点状に変化
し、油滴形成が促進される。 
 
 哺乳動物細胞において、Core は TAG の分解に関わる ATGL 複合体を阻害
することから (Camus, 2014)、今回出芽酵母で得られた現象とは明らかに異な
る。しかしながら、Core と標的蛋白質である Lro1 または ATGL の間に直接
 71 
的な相互作用は認められず (当研究室 色川助手, Camus, 2014)、Core の発現
はこれら標的蛋白質を油滴近傍へ誘導することが示唆されている (Fig. 4-1C~2, 
Camus, 2014)。哺乳動物細胞の実験において、分取した油滴に Core を添加し
ても ATGL による油滴の分解は阻害されないことから、Core による TAG の
分解阻害は、油滴以外の細胞内環境が重要であると考えられている(Camus, 
2014)。出芽酵母においても、Core177 は Lro1 を油滴そのものではなく油滴
の近傍に分布変化させることから (Fig. 4-1C~2)、油滴以外の細胞内環境、すな
わち ER 膜と Core との相互作用が重要であると予想される。 
 本研究において Core177 は UPR を誘導せずに ERAD を阻害することか
ら、ER 内腔ではなく ER 膜の恒常性に変化を与えることで、Lro1 の分布変化
を誘導している可能性がある。今後、Core177 と ER 膜上のターゲットとの相
互作用様式を解析することで、ER 膜の恒常性変化の機構を明らかにし、哺乳
動物細胞における油滴の誘導機構の解明につながる可能性がある。  
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